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栽培番茄 \ 秘鲁番茄杂种
再生株的诱导和鉴定 `
吴鹤鸣 陆维忠 佘建 明 周邓扬
(江 苏省农业科学院农业生物遗传生理研究所 )
徐鹤林 龙明生 余文贵 陆春贵
(江苏 省农业 科学 院蔬菜研究所 )
栽培番茄 “ 北京早红 ” 与秘鲁番茄 (匆 c op e ; : i c u , , j) e ; : `。 ia n u m ) P l 1 2 5 6 5 7 ` }, 1为 a号株系进
行种间杂交 , 通过未成热种子离体培养获得 杂种 植株 。 经形态特征和细胞学及过氧化物同
工酶鉴定 , 确定为 F l 杂种株 。
关键词 番茄 ;种间杂种 ;愈伤组织 ;再生株
秘鲁番茄是番茄抗病育种的主要抗源 。 但与栽培番茄有性杂交时 , 由于种间杂交的不亲
和性而引起幼胚早期死亡 , 又注以得到种间杂种 。 吴定华〔 1 , “ 〕 、 T h o m as 和 .lP 歌杯“ 〕等以野生型
番茄为父本 , 栽培种番茄为母本进行种间杂交 , 用杂种幼胚或未成熟种子组织培 养 获 得 杂
种株 , 并能开花结果 , 但不能正常结籽 , 绝大多数种子无胚及胚乳 , 难 以正常发育 。 为克服
杂种难 以结籽的困难 , 山川帮夫用射线处理和吴定华用正反交等方法 , 均未获得 满 意 的 结
果 〔` , 1〕 。
我们以栽培番茄 “北京早红 ” 为母本 ,野生型秘鲁番茄 lP l 2 86 5 ; 中的 8 号株系为父本进行杂
交 , 采用授粉后 25 一 30 天未成熟种子离体培养 , 成功地获得大量的再生植株 。 经形态特征和
细胞学及过氧化物同工酶谱等鉴定 , 确认为杂种株 。 其中有三分之一杂种能正常开花结果和
结籽 , 发芽力正常 。
材 料 和 方 法
用抗 T M V兼抗 C M V的秘鲁番茄 PI : 2。。 5 : 中的 8 号株系为父本 , 遗传基础较丰富 、 农艺性
状优良的推广品种 “北京早红 ” 为母本进行种间杂交 。
授粉后 25 一 30 天的完整果实 , 用 75 %酒精表面消毒 15 分钟 , 然后用无菌水冲洗 4 次 。 在
无菌条件下 , 解剖出果实内未成熟种子 , 接种在诱导培养基上 。
以M S为基本培养基 。 诱导愈伤组织和分化芽丛培养基 , 按照 T ifo m a s和 P r at t的方法 〔3〕 ,
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在M S培养基上附加2 , 4一 D , Z IP和椰乳 (简称 T E `培养基 ) 。 不定芽增殖培养 基 , 在M S 培养
基上附加 tZ ; 蔗糖降到 20 % (简称 T E 。培养基 ) 。 生根培养基为M S培养基附加 I B A (简称 T E 。
培养基 ) 。
培养室温度为 25 一 27 ℃ , 光强为 2 0 0 0勒克斯左右 , 光周期为 14 小时光照 / 1叼“ 时黑暗 。
移栽前一天 , 将试管塞打开 , 灌薄层水 。移栽时将根上粘着的培养基洗净 , 移 入 消 毒 处 理
土 壤 的 小 钵 内
,
保 湿 一 周
。
再 生 株 生 长 期 间 进 行 形 态 的 观 察
。
在 再 生 株 的 花 粉 母 细 胞 减 数 分 裂 期
,
花 粉 用 醋 酸 洋 红
或 苏 木 精 染 色
,
观 察 染 色 体
。
采 用 聚 丙 烯 酞 胺 凝 胶 电 泳 测 定 过 氧 化 物 同 工 酶
。
结 果 与 分 析
诱 导 愈 伤 组 织
。
1 9 8 4年 在 培 养 基 、 培 养 条 件 和 取 样 时 间 等 方 面 进 行 预 备 试 验 。 设 计 了 含 有
不 同 激 素 的 四 种 培 养 基
,
其 诱 导 率 为 4 4
.
5 4一 6 1 . 64 %之间 (表 1 ) 。 T E Z 的 诱 导 效 果 最 差 , T E `
的 诱 导 效 果 最 好
。
这 可 能 是 未 成 熟 种 子 在 培 养 再 生 株 时 需 要 一 定 的 Z i p 细 胞 分 裂 素 和 2 . 4一 D
生 长素 的适 宜 比 率 , 才 能 提 高 诱 导 分 化 的 频 率 。
T a b le
表 1 不 同激 素 对 愈伤 组 织 诱 导 效 率 的 影 响
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为 探 索 番 茄 种 间 杂 种 未 成 熟 种 子 诱 导 出 愈 的 最 佳 发 育 时 期
,
自 授 粉 4 天 起 到 授 粉 后 45 天 ,
共 分 9 期 取 样 接 种 。 从 结 果 看 出 , 授 粉 后 25 一 35 天的出愈率较高 , 尤 其 是 25 一 29 天之间的诱
导率最高达 7 8 . 8 4% (表 2 ) 。
从 19 8 4年 的 预 备 试 验 中 , 还 发 现 光 培 条 件 下 出 愈 率 和 分 化 率 均 高 于 暗 培 养 (表 3 ) 。
1 9 8 5年 采 用 授 粉 后 25 一 30 天的未成熟种子为外植体 , 接 种 在 T E 4诱 导 培 养 基 上 , 经 30 一
40 天的光培养 , 在 连 接 果 实 的 一 端 ( 即珠孔 端 )开 始 出愈 (图版 一1 ) 。 据 6 1 8。粒 种 子 的 调 查 , 出 愈
率 达 5 1
.
98 %
。
但 绝 大 部 分 的 愈 伤 组 织 结 构 紧 密 或 呈 微 粒 状
,
在 继 代 培 养 中 不 再 生 长
,
逐 渐 枯
萎 而 死
。
分 化 再 生 植 株
。
新 生 的 愈 伤 组 织 在 相 同 的 新 鲜 培 养 基 上 继 代 培 养 1 一 2 次 , 当 愈 伤 组 织
表 面 出 现 绿 色 芽 点 时 (图版 一2 ) , 立 即 转 入 T E 。 分 化 培 养 基 上 , 经 20 一 30 天的光培养 , 出 现
绿 色 芽 丛 (图 版一3 ) 。 据 调 查 , 出 愈 的 3 2 1 2粒 种 子 中 , 只 有 来 自 10 个果实的 1 45 粒种子 的 愈
伤组织能分化出不定芽 , 分 化 率 达 4 . 67 % , 比 T h o m a , 和 P r a t 的 结 果 3 %略高 〔”〕 。 每 块 愈 伤
x 秘 鲁 番 茄 杂 种 再 生 株 的 诱 导 和 鉴 定
表 2 不 同 发育 时期 的种 子 对 出愈 率 的 影 响
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表 3 不 同 培 养 条 件 对 出 愈率 和分 化率 的影 响
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组 织 可 产 2 一 7 个 不 定 芽 ( 图版 一 4 ) 。 再 经 2 一 3 次 不 定 芽 的 增 殖 培 养 , 到 1 9 8 6年 4 月 止 共
获 得 2 3 。。株 不 定 芽 。
生 根 和 移 栽
。
不 定 芽 在 T E
。
培 养 基 上 长 到 2一 3厘 米 时 , 即 转 入 生 根 培 养 基 ( T E 。 ) , 7 天
后 在 茎 基 部 长 出 新 根 。 当 幼 苗 长 到 4 一 5 片 真 叶 , 根 长 达 3 一 4 厘 米 时 (图版 一 5 ) , 将 再 生
株 移 栽 到 装 有 消 毒 土 壤 的 盆 钵 中
。
移 栽 后 要 保 湿 5 一 7 天 , 成 活 率 达 90 % 以上 。
再 生 株 的 鉴 定
。
在 2 2 0 0多 棵 再 生 株 中 , 按 其 形 态 可 以 分 为 二 类 。 一 类 (简称 A 类 ) 再 生株
表现 出双亲 性状 的 中间型 。 叶 片 薄 而 大 , 色 浅 。 株 高 , 茎 细 呈 蔓 生 型 , 表 现 出 野 生 性 状 。 能
正 常 开 花 结 果
,
果 实 内 具 有 发 育 正 常 的 种 子
。
果 实 小 ( 4 一 5 9 ) , 成 熟 时 果 皮 呈 黄 色 。 A类 再
生 株 约 占 2 9 . 3% 。 另 一 类 (简称 B类 )再 生株 , 约 占 70 . 7% 。 株 形 较 复 杂 。 叶 片 一 般 都 小 而 厚 , 偏
圆
,
深 暗 色
,
有 皱 褶
。
较 多 的 缺 主 茎 或 顶 芽
,
茎 短 略 粗
,
也 能 开 花
。
但 结 果 率 极 低
,
果 实 内
种 子 发 育 正 常
。
还 有 少 数 不 开 花 不 结 果 的
。
A 类 再 生 株 雄 蕊 发 育 正 常 , 成 熟 花 粉 粒 饱 满 , 着 色 度 好 。 检 查 花 粉 母 细 胞 减 数 分 裂 中 期
I时 的 染 色 体 数 , 均 为 二 倍 体 ( Z n = 2 4 ) , 但 也 看 到 染 色 体 落 后 现 象 ( 图版 一 10 ) 。 在 检 查 的 4 82
个细胞中有 23 个细胞的染色体落后 , 约 占 4 . 8 % 。 B类再 生株 表现花 药短 , 早 期 花 粉 粒 大 小 不
一
,
在 四 分 体 时 极 不 规 则
,
从 三 分 体 甚 至 是 五 分 体
、
六 分 体
、
七 分 体 等 均 有 这 种 现 象 (图版 -
1 2 )
。
成 熟 花 粉 粒 多 数 空 瘪 而 不 着 色
。
据 观 察 仅 有 3 %的花粉粒能着色 。 检 查 1 4 个花粉母细胞
减数分裂终变期的染色体数 ( 图版 一 1 1 ) , 其 变 化 范 围 在 48 一 96 之间 (表 4 ) 。 每 个 细 胞 平 均 染
色 体 数 为 8 6
.
6 4
。
T a b le 4
表 4 B类 杂 种 株 花 粉 母 细胞 减 数 分 裂终 变期 的 染 色 体 数
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2 2 2 3 3 6 26 5 0 5 0
碘 一 碘 化 钾 溶 液 观 察 保 卫 细 胞 的 叶 绿 体 数 结 果
,
母 本 的 叶 绿 体 数 为 1 2
,
父 本 的 为 10 一 12 ;
A 类 再 生 株 的 叶 绿 体 数 为 24 , 而 B类 再 生株 的为 4 8( 图版一6 , 7 , 8 , 9 ) 。 A类 再 生 株 叶 绿 体 数
比亲 本 叶 绿 体 数 增 加 1 倍 , B类再 生株 叶绿 体数 比亲本 增加 2 倍 。
过 氧 化 物 同 工 酶 的 酶 谱 分 析 表 明
,
根 的 酶 谱 比 叶 和 花 的 酶 谱 更 为 清 楚 而 稳 定
。
秘 鲁 番 茄
P l z 2 a 6 57 中 的 s 号 株 系 的 酶 谱 为 P O X l a , Z a , 3 a , 4 a , s a , P O X i b , Z b , 3 b , 4 b和 P O X
l e , Z e ; 而 “ 北 京 早 红 ” 的 酶 谱 可 分 为 P O X Z a
, 3 a , 4 a , s a , p O X i b
, Z b
, 3 b
, 4 b
和 P O X I c , Z C ( 图版一1 3 ) 。 父 本 具 有 P O X l a 谱 带 , 而 母 本 没 有 , 但 母 本 的 P O X 4 b 比 父
本 明 显 加 强 。 A类 再 生 株 ( F A )具有 P O X i a , Z a , 3 a , 4 a 和 P O X i b , Z b , 3 b , 4 b及
P O X i e
, Z e , 比 母 本 增 加 一 条 父 本 谱 带 ( P O X l
a ) ; 而 B类 再生株 ( F B )的酶谱 除比母本 增
加 一条 P O X l a 谱 带 外 , P O X 4 b谱 带 (同母本 )比 A 类 再 生 株 要 强 得 多 。 由 此 可 见 , 无 论 A类
再 生株 , 还 是 B类再 生株 , 可 以 确 认 均 为 杂 种 再 生 株 。 未 得 到 只 具 有 母 本 性 状 的 再 生 株 。
讨 论
1 9 8 5年 出 愈 率 达 5 1 . 9 8% , 绿 芽 分 化 率 为 4 . 67 % 。 在 培 养 基 成 分 相 同 的 情 况 下 , 出 愈 率 和
分 化 率 两 者 均 比 T h
o m as 等 〔” 〕所 报 导 的 结 果 (其最 高 出愈 率为 12 9石, 分 化 率 为 3 % )较 高 。 其
原 因 可 能 是
:
一 是 改 善 了 培 养 条 件
。
由 暗 培 改 为 光 培
,
促 进 了 细 胞 分 化 和 器 官 的 形 成
; 二 是
掌 握 杂 种 胚 的 发 育 状 况
,
能 把 发 育 着 的 杂 种 胚 在 败 育 前 及 时 地 转 移 到 合 适 的 营 养 培 养 基 上
,
调 节 其 生 理 环 境 和 充 足 地 供 给 营 养
,
使 杂 种 胚 能 继 续 发 育 和 分 化 器 官
。
据 1 9 8 5年 调 查 结 果 ,
能 增 殖 的 1 45 块愈伤组织中以及绝大多数能分化出绿芽的愈伤组织 , 都 是 授 粉 后 25 天左 右 的
未成熟种子 , 只 有 少 数 来 自 授 粉 后 30 天的未成熟种子 。 试 验 结 果 指 出 , 授 粉 后 25 一 30 天是杂
种胚发育的关键时期 , 即 杂 种 胚 接 近 败 育 的 阶 段 。
在 2 2 0 0多 株 再 生 株 中 , 按 形 态 特 征 可 分 二 类 。 A 类 为 正 常 的 二 倍 体 再 生 株 , 占 2 9 . 3% 。
7 0
.
7% 的B 类 再 生 株 中 发 生 表 型 变 异 。 由 于 再 生 株 的 数 量 很 多 , 故 未 能 确 定 每 一 种 表 型 变 异
是 否 与 染 色 体 变 化 有 关
。
然 而
,
随 机 取 样 的 染 色 体 检 查 表 明
,
染 色 体 数 变 化 极 大
,
在 48 一 96
之间 。 这 种 表 型 的 变 异 , 可 能 与 染 色 体 组 成 或 染 色 体 结 构 改 变 有 关 。 由 于 减 数 分 裂 中 出 现 一
系 列 的 异 常
,
在 减 数 分 裂 的 产 物 中 出 现 了 三 分 体
,
五 分 体
,
六 分 体
,
七 分 体 等
。
因 此
,
小 抱 子
大 小 不 一
,
在 单 核 期 就 走 向 败 育
,
仅 有 极 少 数 能 达 到 成 熟
。
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自 1 9 4 4年 美 国 S m i t h 〔“ 〕开 展 栽 培 番 茄 和 秘 鲁 番 茄 的 种 间 杂 交 以 来 , 至 今 未 见 有 杂 种 株 能
大 量 正 常 结 籽 的 报 告
。
吴 定 华 等
〔“ 〕使 用 了 栽 培 番 茄 进 行 了 回 交 , 但 仍 不 能 正 常 结 籽 。 本 试 验
A 类 再 生 株 , 均 能 正 常 开 花 结 果 , 而 且 果 实 内 有 发 育 良 好 的 种 籽 , 并 能 正 常 发 芽 。 我 们 认 为 ,
这 可 能 是 两 亲 本 品 种 间 基 因 型 存 在 着 某 种 程 度 的 协 调 性
,
而 这 种 协 调 性 基 因 在 两 亲 本 杂 交 时
对 所 处 的 生 化 状 态
、
环 境 和 培 养 条 件 及 接 种 时 胚 发 育 时 期 等 适 宜 条 件 下 得 到 表 达 的 结 果
。
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